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序論 
 
 
 哺乳類の卵巣は機能的な卵母細胞の生産や内分泌機能を担う重要な組織であ
り，卵胞と呼ばれる小胞構造によって構成される．卵巣内には様々な発達段階の卵胞
が存在し，原始卵胞，一次卵胞，二次卵胞，三次卵胞に大別される（Figure 0-1）．原
始卵胞は，未発達な一次卵母細胞が，単層の前顆粒膜細胞（pregranulosa cell）（卵胞
上皮細胞，前顆粒層細胞とも呼ばれる）に1細胞ずつ包まれることによって形成され
る．卵母細胞が成長を開始し，扁平な形態であった前顆粒膜細胞が立方状の形態の顆
粒膜細胞（granulosa cell）（顆粒層細胞とも呼ばれる）へと発達すると，一次卵胞と呼
ばれるようになる．次に，単層であった顆粒膜細胞の層が増殖に伴って多層化し，一
次卵胞は二次卵胞へと発達する．その後も顆粒膜細胞は引き続き増殖し，卵胞内に卵
胞液と呼ばれる組織液で満たされた腔構造（卵胞腔）が形成される．この卵胞腔が形
成された卵胞を三次卵胞（または胞状卵胞）と呼び，顆粒膜細胞は卵母細胞を取り囲
む卵丘細胞（cumulus cell）と，卵胞壁を裏打ちする壁顆粒膜細胞（mural granulosa 
cell）とへ分化して異なった性質を示すようになる．胞状卵胞のうち，卵胞腔がまだ小
さく，初期の発達時期のものは初期胞状卵胞と呼ばれ，卵胞刺激ホルモン（Follicle 
stimulating hormone, FSH）の影響を受けて十分に発達したものは後期胞状卵胞と呼ば
れる．卵胞の発達がさらに進むと，最終的には黄体形成ホルモン (Luteinizing hormone, 
LH)の刺激を受けて卵母細胞を放出，すなわち排卵する． 
 この一連の卵胞発達過程において卵母細胞や周囲の体細胞同士が密接に関わ
り合うことの重要性が明らかとなっている．例えば，マウスの卵母細胞は多種の細胞
増殖因子（以降，卵由来増殖因子と称する）を分泌し，周囲の体細胞の増殖(Lanuza et 
al. 1998; Li et al. 2000)や分化(Eppig 1997)，さらに，細胞機能などを制御している(Su et 
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al. 2007; Su et al. 2008; Su et al. 2009)．また，卵丘細胞の正常な発達には卵由来増殖因子
と壁顆粒膜細胞で産生される女性ホルモン（エストロゲン）が重要であるが(Emori et 
al. 2013; Sugiura et al. 2010)，壁顆粒膜細胞におけるエストロゲンなどのステロイドホ
ルモン生産は，卵由来増殖因子によって制御されている(Elvin et al. 1999)．さらに卵母
細胞は，卵丘細胞や壁顆粒膜細胞でのFSH受容体(Otsuka et al. 2001)や， LH受容体
(Eppig et al. 1997)の発現を制御し，卵胞の性腺刺激ホルモンへの応答性を制御してい
る．一方で，正常に発達した卵丘細胞は，卵母細胞の成長や受精・発生能の獲得など
に必要である(Vanderhyden et al. 1990)．また，排卵に必須の現象である卵丘細胞層の膨
潤化（卵丘膨化）には，卵母細胞に加えて，壁顆粒細胞由来の増殖因子が重要な役割
を果たす(Buccione, Vanderhyden, et al. 1990; White et al. 2000; Leonardsson et al. 2002; 
Tullet et al. 2005)．このように，卵胞を構成する細胞同士が複雑かつ密接に関わりあう
コミュニケーションが，卵胞の正常な発達や，それを構成する細胞自身の分化や機能
制御に重要である． 
 この卵胞発達過程での細胞同士のコミュニケーションについて，これまで増
殖因子に着目した研究が多くなされてきた．例えば，卵母細胞は TGF-スーパーファ
ミリーに属する Bone morphogenetic protein 15 (BMP15）や Growth differentiation factor 9 
(GDF9） などを分泌しており，これらをコードする遺伝子に変異を持つ動物は，卵胞
が正常に発達せず，妊孕性が低下する(Dong et al. 1996)．また，卵母細胞は Fibroblast 
growth factor 8 (FGF8） も分泌しており，FGF8 は BMP15 と協調的に働いて卵丘細胞
における代謝制御に関わることが報告されている(Sugiura et al. 2008)．同様に壁顆粒膜
細胞も多くの増殖因子を分泌しており，例えば壁顆粒膜細胞が分泌する Natriuretic 
peptide type C (NPPC） は卵母細胞の減数分裂停止を維持すること(M. Zhang et al. 
2010)，さらに Epidermal Growth Factor (EGF) -like factor は卵丘膨化を誘起すること
(Park 2004)が報告されている．興味深いことに，これらの増殖因子の受容体である
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EGF 受容体や NPR2 受容体の発現は，卵由来増殖因子によって制御されている(Lee et 
al. 2013; M. Zhang et al. 2010; Sugimura et al. 2015)．この様に，卵胞発達過程における，
増殖因子を介した密接な細胞間のコミュニケーションについては，これまでに多くの
研究が行われ，特に卵由来増殖因子の重要性が明らかとなってきた． 
 
 近年，細胞間コミュニケーションの新たな担い手として，細胞外分泌小胞の
エクソソーム (exosome) が着目されている．エクソソームは細胞から分泌される大き
さが直径 40-200 nm 程度の脂質二重膜の小胞である．エクソソームという名称は 1980
年代にヒツジの網状赤血球から分泌された小胞がエクソソームと命名されたことに始
まった(Pan & Johnstone 1983)．当初，エクソソームの分泌は，細胞が単なるゴミを排
出する手段と考えられてきた．しかし，エクソソームには mRNA や miRNA などが含
まれており，エクソソームを取り込んだ細胞でエクソソーム由来の mRNA がタンパク
質に翻訳されて機能すること，またエクソソーム由来の miRNA がそれを取り込んだ
細胞での mRNA 発現を制御することなどが報告された(Valadi et al. 2007)．この報告
は，エクソソームによる新たな細胞間の情報伝達機構の存在を示唆しており，これを
きっかけにエクソソームは広く着目されるようになった． 
 エクソソームの分泌にはエンドソームが密接に関わっている(Trajkovic et al. 
2008; Ostrowski et al. 2010; Thompson et al. 2013) (Figure 0-2）．エクソソームの分泌は，
まず始めに，細胞内の多小胞体 (Multiple Vesicular Bodies: MVB） において，内側に
出芽するように腔内小胞 (intraluminal vesicle: ILV） が形成されることに始まる．この
腔内小胞形成の際には，細胞質中の mRNA，miRNA 及びタンパク質が取り込まれる．
多小胞体がリソソームに輸送されると腔内小胞は分解されるが，細胞膜へと輸送され
て多小胞体が細胞膜と融合すると腔内小胞が細胞外へと分泌される．この細胞外へと
分泌された腔内小胞がエクソソームと呼ばれる(Mathivanan et al. 2010)．この腔内小胞
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に物質が取り込まれる際，遊離のミトコンドリアタンパク質は取り込まれないため，
エクソソームにはミトコンドリアタンパク質が内包されないことが知られる．このよ
うにエクソソームの形成と分泌にはエンドソームが大きく関わっていると考えられて
いる． 
 これまで，エクソソームに関しては癌との関連に着目した研究が多くされて
きた(Kucharzewska et al. 2013)．例えば，エクソソームに内包される miRNA の種類
が，正常な細胞と癌細胞において異なっていることから，癌患者の血清から単離され
るエクソソームが，新たな癌の病理診断マーカーとして活用されることが期待されて
いる(Taylor & Gercel-Taylor 2008; Escrevente et al. 2011; Sinha et al. 2014; Beach et al. 
2014)．さらに癌細胞から分泌されるエクソソームが，正常な線維芽細胞を筋線維芽細
胞へ分化誘導することや(Webber et al. 2010)，血管新生を誘導すること(Grange et al. 
2011)，さらに癌細胞の増殖を高めること(Nabet et al. 2017)が知られている．これらの
機能を通して，癌細胞の分泌するエクソソームは癌自身の悪性化に関わっていると考
えられている． 
 一方，癌以外におけるエクソソームの役割についてはこれまで不明な点が多
かったが，最近の研究により正常な組織発達やホメオタシスの維持においてその役割
が少しずつ明らかにされつつある．例えば，神経系において，シュワン細胞由来のエ
クソソームが軸索タンパク質合成を促進して神経細胞の保護作用を示すこと(Lopez-
verrilli et al. 2013)，熱ショックタンパク質を内包するエクソソームが神経細胞に取り込
まれてタンパク質の凝集を防ぎ，神経細胞の変性を防ぐこと(Takeuchi et al. 2015)，脳
内の神経細胞から分泌されるエクソソームはβアミロイドのクリアランスの一部を担
い，アルツハイマー発症に関わること(Yuyama et al. 2012)，また，膵臓から分泌される
エクソソームがアミロイドーシスと糖尿病発症に関わること(Ribeiro et al. 2017) などが
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報告されている．このように，エクソソームは多くの組織において広範な役割を果た
すことが明らかとなりつつある． 
 生殖器官においてもエクソソームについての研究報告がされつつある．例え
ば，精巣上体から分泌されるエクソソームは精子の Wnt シグナルを促進し，精子成熟
を促進すること(Koch et al. 2015)や，子宮内膜から分泌されるエクソソームが胚－子宮
内膜間の相互作用を促進することで着床を促進することが報告されている(Nakamura et 
al. 2016; Burns et al. 2016)．このように，エクソソームは個体の生殖能や繁殖の制御に
も関わることが明らかとなってきている． 
 哺乳類の卵巣卵胞においては，ウマの卵胞を用いた研究によってエクソソー
ムの存在が初めて明らかにされた(da Silveira et al. 2012)．この研究では卵胞液にエクソ
ソームが存在すること，さらに卵胞液のエクソソームは壁顆粒膜細胞に取り込まれる
ことを明らかにし，卵胞内においてもエクソソームを介した細胞間のコミュニケーシ
ョンが存在する可能性を示した(da Silveira et al. 2012)．しかしながら，哺乳類卵胞内の
エクソソームの機能や役割について，未だ十分な研究は行われていない． 
 
上記のような背景のもと，本研究では，哺乳類の卵胞内に存在するエクソソ
ームが卵胞発達に果たす役割を明らかとすることを最終的な目的として研究に着手し
た． 
 卵胞内エクソソームの研究に着手するにあたり，これまで卵胞発達研究にお
いて広く用いられてきたマウスでは，その三次卵胞の直径が 1 mm 以下と非常に小さ
く，解析に十分量の卵胞液を採取することが困難であった．一方，ブタは，卵巣の三
次卵胞が 2-5 mm と大きく，容易に卵胞液を採取可能である．さらに食肉処理場より
安価に十分な数を安定して入手することが可能である．これらのことから本研究で
は，まずブタをモデルに卵胞におけるエクソソームについての研究を行うことにし
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た．しかし，ブタの卵胞にエクソソームが存在するかについては報告がない．そこ
で，第１章では，まずブタの卵胞液にエクソソームが存在するかどうかを確認するこ
とから研究を開始した． 
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図表 
 
 
Figure 0-1 卵胞の発達過程について 
Figure 0-2 エクソソームの分泌過程について 
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Figure 0-1 卵胞の発達過程について 
 卵胞は，原始卵胞，一次卵胞，二次卵胞，三次卵胞に大別される．原始卵胞
は，未発達な卵母細胞が，単層の前顆粒膜細胞に 1 細胞ずつ包まれることによって
形成される．卵母細胞が成長を開始し，扁平な形態であった前顆粒膜細胞が立方状
の形態の顆粒膜細胞へと発達すると，一次卵胞と呼ばれるようになる．次に，単層
であった顆粒膜細胞の層が増殖に伴って多層化し，一次卵胞は二次卵胞へと発達す
る．その後も顆粒膜細胞は引き続き増殖し，卵胞内に卵胞液と呼ばれる組織液で満
たされた腔構造（卵胞腔）が形成され，これを三次卵胞（胞状卵胞）と呼ぶ．胞状
卵胞のうち，卵胞腔がまだ小さく，初期の発達時期のものは初期胞状卵胞と呼ば
れ， FSH の影響を受けて十分に発達したものは後期胞状卵胞と呼ばれる．  
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Figure 0-2 エクソソームの分泌過程について 
 エクソソームの分泌は，細胞内の多小胞体（Multiple Vesicular Bodies: 
MVB）において，内側に出芽するように腔内小胞（intraluminal vesicle: ILV）が形成
されることに始まる．多小胞体がリソソームに輸送されると腔内小胞は分解される
が（破線で表記），細胞膜へと輸送されて多小胞体が細胞膜と融合すると腔内小胞
が細胞外へと分泌される（実線で表記）．この細胞外へと分泌された腔内小胞がエ
クソソームと呼ばれる． 
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第 1 章  
 
ブタ卵胞エクソソームの存在確認と 
卵胞細胞への影響解析 
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第 1 章 
第 1 節  
エクソソームの存在確認 
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緒言 
 
 
 本研究では卵胞内のエクソソームについて研究をする上で，解析に十分な量
の卵胞液を採取できるブタをモデルに研究に着手した．しかし，ブタの卵胞液にエク
ソソームが存在するかについては未知であったため，本節では，まずブタの卵胞液に
おけるエクソソームの存在確認を行った． 
一般にエクソソームには熱ショックタンパク質，細胞骨格タンパク質やエン
ドソームタンパク質等の様々なタンパク質が含まれている(Mathivanan et al. 2010)．70 
kDa Heat-Shock Cognate Protein（HSC70）と Beta-actin（ACTB）が，多種の体液や細胞
培養上清のエクソソームにおいて検出されることから（エクソソームデータベース
（ExoCarta; http://www.exocarta.org/）より），エクソソームのマーカータンパク質（以
降，エクソソームマーカータンパク質と称した）として今回使用した． 
 また，エクソソームは，以下のような特徴を持つ(Lässer et al. 2012)．まず，
エクソソームは，大きさが 40 nm から 200 nm 程度の小胞である．また，細胞残屑やア
ポトーシス小胞（詳しくは考察で後述する）とは異なり，ミトコンドリアのタンパク
質が含まれない．さらに，内包される RNA の組成が一般的な細胞の RNA の組成とは
異なっており，リボソーム RNA を含まず，小分子 RNA（small RNA）を多く含む．最
後に，標的細胞に取り込まれるという点である．  
 そこで本節では，ブタ卵胞液よりエクソソーム様の小胞を単離し，単離した
小胞が上記のエクソソームの特徴を持つかどうかを検討した． 
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材料と方法 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論文
の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共著者全
員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができません． 
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結果 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論文
の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共著者全
員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができません． 
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考察 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論
文の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共著
者全員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができませ
ん．． 
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図表 
 
 
Figure 1-1 透過型電子顕微鏡によるブタ卵胞液のエクソソーム分画の観察 
Figure 1-2 ウエスタンブロット法によるタンパク質解析 
Figure 1-3 Bioanalyzer による RNA の解析 
Figure 1-4 蛍光標識卵胞エクソソームの壁顆粒膜細胞と卵丘－卵母細胞複合体
（COC）への取り込み 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論
文の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共
著者全員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができま
せん． 
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第 1 章 
第 2 節 
エクソソームが卵胞細胞に及ぼす影響の解析 
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緒言 
  
 
 第 1 節において，ブタの卵胞液内にエクソソームが存在することが明らかに
なった．最近の研究において(Hung et al. 2015)，ウシの卵胞液から単離したエクソソー
ムが卵丘膨化を促進することが報告されていることから，本節ではブタ卵胞液中のエ
クソソームが同様の機能を持つかどうかについて検討した． 
 卵丘膨化とは，排卵刺激を受けた卵丘細胞がヒアルロン酸などの細胞外基質
を大量に分泌し文字通り膨潤化する形態的な変化である．この卵丘膨化は，卵丘-卵母
細胞複合体（COC）の壁顆粒膜細胞からの遊離(Chen et al. 1993)，排卵後の COC と卵
管上皮細胞との相互作用における卵管内移動の促進(Sato et al. 1995)，卵母細胞の透明
帯の構造の安定化(De Felici et al. 1985)などに関与することが知られている．また，卵
丘膨化には，HAS2（hyaluronan synthase 2），PTGS2（prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2），PTX3（pentraxin 3, long），TNFIP6（tumor necrosis factor, alpha-induced 
protein 6）などの発現が必須であり(Davis et al. 1999; Fülöp et al. 2003; Ochsner et al. 2003; 
Sugiura et al. 2009; Varani et al. 2002)，これらをコードする遺伝子をノックアウトした雌
マウスでは排卵異常により不妊になる．したがって，卵丘膨化は排卵に大きな生理的
意義を果たしていると考えられている． 
 前述のように，最近の研究によりウシの卵胞液中のエクソソームが卵丘膨化
を促進することが報告された(Hung et al. 2015)．この報告では，ウシの卵胞液中から単
離したエクソソーム分画をウシの COC 及びマウスの COC に添加培養すると，EGF や
FSH といったリガンドとなる増殖因子を必要とせずに卵丘膨化を誘導することが報告
された．すなわち，卵胞液エクソソームによる新たな卵丘膨化制御機構が存在すると
考えられる． 
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 卵丘膨化が起こる機構には動物種ごとに違いが知られている(Vanderhyden et 
al. 1990)．例えば，マウスの卵丘膨化には EGF 様ペプチドシグナルに加えて，卵母細
胞由来の因子が必須である(Buccione, Schroeder, et al. 1990)．一方，ウシの卵丘膨化に
は卵由来増殖因子は必要ない(Ralph et al. 1995)．ブタにおいては，ブタ卵母細胞が卵丘
膨化を促進できる因子を分泌してはいるが，この因子はブタ卵丘膨化に必ずしも必須
ではないことが報告されている(Prochazka et al. 2004)．しかしブタにおいても，完全な
卵丘膨化には卵母由来増殖因子が必要である(Nakayama et al. 1996)．このように，卵丘
膨化機構には種差が存在することから，前述のウシ卵胞液のエクソソームによる卵丘
膨化の促進についても，この知見を他の哺乳類にも当てはめることが可能かどうかに
ついては検討する必要がある． 
 また，正常な卵丘膨化，及び卵丘膨化関連遺伝子の発現は卵丘細胞における
ERK1/2 の活性化を必要とする(Park et al. 2004; Su et al. 2003)．ヒト胃ガン細胞
（SGC7901）由来のエクソソームがヒト臍帯間葉系幹細胞における ERK1/2 を活性化
（リン酸化）させることが知られている(Gu et al. 2012)．従って，卵胞内のエクソソー
ムが卵丘細胞における ERK1/2 を活性化させる可能性が考えられる． 
 そこで本節では，ブタ卵胞内のエクソソームが卵丘膨化を誘導できるかにつ
いて検討することを目的とした．  
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材料と方法 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論文
の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共著者全
員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができません．  
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結果 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論文
の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共著者全
員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができません．  
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考察 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．博士論
文の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表に対する共著
者全員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表することができませ
ん．  
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図表 
 
 
Table 1-1 本節で用いたプライマーセットの配列 
Figure 1-5 ブタ卵胞エクソソームがブタ COC の卵丘膨化に与える影響の解析 
Figure 1-6 ブタ卵胞エクソソームがマウス COC の卵丘膨化に与える影響の解
析 
Figure 1-7 ブタ卵胞エクソソームが ERK1/2 のリン酸化に与える影響の解析 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由３．
博士論文の全部または一部が共同著作物（共著）であり，インターネット公表
に対する共著者全員の同意が得られていない」に該当するため，全文を公表す
ることができません． 
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第 2 章 
卵胞内エクソソームの分泌由来細胞の探索と 
エクソソーム分泌/取り込み制御の解析 
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第２章 
第 1 節 
卵胞内エクソソームの分泌由来細胞の探索 
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緒言 
 
 
 第 1 章の結果からブタの卵胞内にエクソソームが存在し，この卵胞内のエク
ソソームは卵巣機能に影響を与える因子であることが示唆された．しかしながら，実
際に卵巣機能や卵胞発達に対するエクソソームの機能や役割は不明のままである．こ
の問題を解決するため，本研究では，個体レベルでの解析をするために卵胞における
エクソソームの分泌を欠損させることを目的とした遺伝子欠損動物を作製することに
した．そのため，まず，卵胞内においてどの細胞がエクソソームを分泌しているのか
を明らかにする必要がある．そこで，本節では卵胞内の体細胞の大部分の割合を占め
る壁顆粒膜細胞がエクソソームを分泌する可能性について検証を行うこととした．こ
の検討では，遺伝子改変動物を作製する上で，ブタの遺伝子改変個体を作製すること
は困難であることから，ブタよりも比較的容易に遺伝子改変個体を作製することが可
能であるマウスをモデルにして解析を行うこととした． 
 さらに，実際に卵胞内に存在するエクソソームの中に，壁顆粒膜細胞から分
泌されたものが存在しているのかについての検討も行った．一般に，エクソームに内
包される RNA はそのエクソームを分泌した細胞の RNA を反映していることが知られ
ている．そこで，卵胞内エクソソームに壁顆粒膜細胞を反映するような RNA が含まれ
ているかについて解析するために，RNA シークエンス法を用いて比較を行った．この
際，マウスの卵胞内のエクソソームを回収することは困難であったことから，ブタを
モデルに解析を行った． 
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材料と方法 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません． 
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結果 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません． 
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考察 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論
文の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」
に該当するため，全文を公表することができません．  
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図表 
 
 
Table 2-1 RNA シークエンス解析によって検出された壁顆粒膜細胞特異的転写産物とそ
の発現量 
Table 2-2 RNA シークエンス解析によって検出されたエクソソームにおいてのみ検出さ
れた転写産物とその発現量 
Figure 2-1 透過型電子顕微鏡によるマウス壁顆粒膜細胞培養上清のエクソソーム分画
の観察 
Figure 2-2 ウエスタンブロット法によるタンパク質解析 
Figure 2-3 ナノ粒子トラッキング法による粒子のサイズと粒子数の解析 
Figure 2-4 蛍光標識エクソソームの壁顆粒膜細胞と卵丘細胞への取り込み 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．  
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第２章 
第 2 節  
壁顆粒膜細胞におけるエクソソームの分泌と 
取り込みの解析 
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緒言 
 
 
 第 2 章第 1 節の結果から，マウス壁顆粒膜細胞がエクソソームを分泌するこ
と，そして卵胞内のエクソソームの少なくともその一部は壁顆粒膜細胞由来であるこ
とが示唆された．現在までに，壁顆粒膜細胞における様々な機能が卵由来増殖因子に
よって制御されることが知られるが，壁顆粒膜細胞におけるエクソソーム機能が卵由
来増殖因子によって制御されているのか，さらにはエクソソームに対する感受性が制
御されているのは不明である．そこで本節では，卵由来増殖因子が壁顆粒膜細胞にお
けるエクソソーム分泌とエクソソームの取り込みに与える影響について解析を行っ
た． 
 エクソソームの分泌や取り込みに関わる経路やタンパク質について，現在ま
でに少しずつ明らかになりつつある．例えば，スフィンゴミエリナーゼ，small G タン
パク質の Rab，さらには p53 によって誘導される TSAP6（tumor suppressor activated 
pathway–6）などの分子を阻害した際にエクソソームの分泌量が低下することが報告さ
れている(Trajkovic et al. 2008; Ostrowski et al. 2010; Yu et al. 2006; Yuyama et al. 2012)．
また，エクソソームの取り込みが，クラスリン依存性エンドサイトーシスやマクロピ
ノサイトーシスを阻害した際に抑制されることが報告されている(Svensson et al. 2013; 
Horibe et al. 2018)．これらの経路やタンパク質が壁顆粒膜細胞におけるエクソソーム分
泌や取り込みに関わる可能性が考えられることから，実際のエクソソーム分泌数や取
り込み量に加えて，これらをコードする遺伝子の発現に対する卵由来増殖因子の影響
についても解析することにした．  
 卵由来増殖因子の影響を解析する際には，一般に卵母細胞を 2 個/µL の濃度
で共培養する実験が行われる(Sugiura et al. 2005)．しかしながら，培養上清から解析に
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十分な量のエクソソーム分画を単離するためには，ミリリットル（mL）スケールで培
養を行う必要がある．そのため，共培養に数千個の卵母細胞が必要となり，一度の実
験に百匹ほどのマウスを実験に供すこととなり現実的ではない．そこで，一部の実験
では，卵母細胞を共添加する代わりに，卵母細胞が分泌する BMP15，GDF9，FGF8 の
リコンビナントタンパク質を添加培養することで，壁顆粒膜細胞におけるエクソソー
ム分泌に対して卵由来増殖因子が及ぼす影響を解析することにした． 
 また，卵由来増殖因子のうち，TGF–スーパーファミリーに属する BMP15
と GDF9 は SMAD シグナル経路によって細胞内にシグナルを伝える．リガンドである
BMP15 や GDF9 が細胞膜上の受容体と結合すると，受容体が活性化して細胞質中の特
異的 SMAD をリン酸化する．このリン酸化した特異的 SMAD は共役型 SMAD に結合
して核内に移行し，標的となる遺伝子の転写を誘導する．この際，GDF9 の受容体で
ある ALK4 に対する阻害剤（SB431542）を用いることによって，GDF9 下流のシグナ
ルを抑制することが可能である．そこで，卵由来増殖因子の添加によって観察された
表現型が非特異的な影響ではなく，卵由来増殖因子の影響に依るものであることを確
かめるために，この阻害剤を用いた実験も行った． 
 エクソソームの細胞への取り込みを可視化するために，広く蛍光標識を利用
した方法が使われている．本節の，エクソソームの取り込みを解析する実験には，大
量の蛍光標識されたエクソソームが必要となることから， EGFP を内包するエクソソ
ームを分泌する EGFP–MEF（詳しくは方法に後述する）を樹立し，この EGFP–MEF
から分泌されるエクソソームを解析に用いることとした． 
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材料と方法 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．  
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結果 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません． 
  
   
 46 
考察 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論
文の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」
に該当するため，全文を公表することができません．  
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図表 
 
 
Table 2-3 本節で用いたプライマーセットの配列 
Figure 2-5 エクソソーム分泌経路に関連する遺伝子発現量に対する卵由来増殖因子の
影響の解析 
Figure 2-6 エクソソーム分泌数に対する卵由来増殖因子の影響の解析 
Figure 2-7 エクソソーム取り込みに対する卵由来増殖因子の影響の解析 
Figure 2-8 エンドサイトーシスに関連する遺伝子発現量に対する卵分泌因子の影響の
解析 
Figure 2-9 卵胞発達とエクソソームの取り込み制御モデル 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．  
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第 3 章  
エクソソーム分泌阻害が 
卵胞発達に及ぼす影響の解析 
  
   
 50 
 
 
 
第 3 章 
第 1 節 
 壁顆粒膜細胞のエクソソーム分泌に対する 
中性スフィンゴミエリナーゼ阻害の解析 
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緒言 
 
 
 第 2 章において，壁顆粒膜細胞がエクソソームを分泌し，卵胞内のエクソソ
ームの少なくともその一部は壁顆粒膜細胞由来であることを示唆した．そこで，本章
では，卵胞内においてエクソソームの分泌が欠損する遺伝子改変マウス（エクソソー
ム分泌欠損マウスと称する）を作製してその卵胞の表現型を解析し，さらに観察され
た表現型がエクソソーム分泌の欠損に起因すること確かめることを目的とした． 
 現在までのエクソソームに関しての研究の多くは，内包される miRNA につ
いて着目した網羅的な解析や，培養実験を用いた解析が主であった．エクソソーム分
泌の欠損が組織発達に与える影響について，遺伝子改変動物を用いた個体レベルでの
解析は，卵巣に関わらず，これまでどの組織においても行われていない．これまでエ
クソソームの機能や役割について，遺伝子改変動物を用いた個体レベルでの解析が行
われてこなかった理由の一つには，その分泌経路の複雑さに有ると考えられる．前述
したように，エクソソームの分泌にはエンドサイトーシス，中性スフィンゴミエリナ
ーゼ（N–SMase），small G プロテインの Rab などが関わっている．このエクソソーム
の分泌経路に必要なタンパク質は細胞種ごとに異なっており(Trajkovic et al. 2008; 
Ostrowski et al. 2010; Thompson et al. 2013)，卵胞では同定されていない．そのため，卵
胞においてエクソソームの分泌が欠損するマウスを作製するためには，卵胞において
エクソソームの分泌に必要な遺伝子を同定する必要があると考えられる． 
 そこで，まず本節では，壁顆粒膜細胞におけるエクソソーム分泌に必要な遺
伝子を同定することを目的とし，エクソソーム分泌に重要であることが他の細胞種で
報告されている N–SMase が壁顆粒膜細胞のエクソソーム分泌に必要であるか解析し
た．また， N–SMase には N–SMase1（遺伝子名：Smpd2）， N–SMase2（遺伝子名：
   
 52 
Smpd3），及び N–SMase3（遺伝子名：Smpd4）の 3 つのアイソフォームが報告されて
いる．そこで，これらのアイソフォームのうちどれが卵巣や壁顆粒膜細胞において発
現しているか確認し，さらに N–SMase をノックアウトした際に卵巣において表現型が
現れるのかについて，阻害剤と卵巣の器官培養系を用いることによってスクリーニン
グを行った． 
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材料と方法 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．  
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結果 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．． 
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考察 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論
文の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」
に該当するため，全文を公表することができません． 
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図表 
 
 
Table 3-1 本節で用いたプライマーセットの配列 
Figure 3-1 壁顆粒膜細胞のエクソソーム分泌に対する N–SMase 阻害の影響の
解析 
Figure 3-2 N–SMase のアイソフォームの発現解析 
Figure 3-3 卵巣器官培養における卵胞発達の遺伝子発現量の解析 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません． 
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第３章 
第 2 節 
N–SMase 欠損マウスの作製と卵巣の表現型の解析 
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緒言 
 
 
 第１節の結果より，壁顆粒膜細胞におけるエクソソーム分泌に N–SMase が
必要であることが示唆された．そこで，本節では N–SMase の欠損マウスを作製するこ
とによって，卵胞におけるエクソソームの（少なくとも一部の）分泌が欠損するマウ
ス（エクソソーム分泌欠損マウス）を作製し，その卵巣における表現型を解析するこ
とにした． 
 N–SMase には N–SMase1（遺伝子名：Smpd2）， N–SMase2（遺伝子名：
Smpd3），及び N–SMase3（遺伝子名：Smpd4）の 3 つのアイソフォームが報告されて
いる．これらのアイソフォームのうち， Smpd2，Smpd3 については，すでにノックア
ウトマウスが作製され，骨形成の異常や成長遅延といった表現型が報告されている
(Zumbansen & Stoffel 2002; Li et al. 2016; Jingdong Qin 2012; Poirier et al. 2012; Khavandgar 
et al. 2011; Devillard et al. 2010; Aubin et al. 2005; Stoffel et al. 2007)．しかし，卵巣におけ
る表現型や妊孕性についての解析はなされておらず，論文において言及もない．また
Smpd4 についても，ノックアウトマウスの胎児が “Subviable”であるとの報告しかされ
ていない(Wilson et al. 2016)．そのため，N–SMase 欠損によって卵巣においてどのよう
な表現型が現れるか不明である． 
 遺伝子改変動物の作製に，現在 CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集技
術が多く活用されている．CRISPR/Cas9 システムとは，標的とするゲノム DNA 配列
に相補的に結合するガイド RNA（gRNA）と Cas9 タンパク質によって，標的配列が二
重鎖切断され，その切断部位が修復される過程において，塩基の欠失や挿入が起こる
ことによってゲノム配列を編集することで，目的とする遺伝子を改変させる手法であ
る．この CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集技術によって，3 遺伝子以上の多
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くの遺伝子の同時ノックアウトマウスの作製が可能となっている(FUJII et al. 2014; 
Wang et al. 2013; Li et al. 2013; Zhou et al. 2014)． 
 そこで本研究では，CRISPR/Cas9 システムを用いて N－SMase のアイソフォ
ームの 3 遺伝子の同時欠損マウスの作製を試みたが，産仔を得ることが出来なかった
（仮親 4 匹に対して産仔 0 匹）．そこで 2 遺伝子に絞って欠損マウスの作製を試みた
ところ，Smpd2 と Smpd3 の 2 遺伝子の同時欠損（仮親 4 匹に対して産仔 0 匹），およ
び Smpd3 と Smpd4 の同時欠損においても産仔を得られなかった（仮親 3 匹に対して産
仔 0 匹）．一方，Smpd2 と Smpd4 の 2 遺伝子同時欠損については産仔（ファウンダー
マウス）が得られたため，本研究ではこのマウス系統をモデルに解析を行うこととし
た（結果にて詳述）． 
 また，すでに述べているように，エクソソームの分泌経路に関与するタンパ
ク質の遺伝子改変動物を作製しても，観察される表現型がエクソソームの分泌の欠損
に直接起因するものか判断することは困難である．そのため，N–SMase 欠損マウスの
卵巣で観察される表現型がエクソソームの分泌の欠損に直接起因するものか判断する
には，卵巣で観察される表現型が，野生型マウスの卵胞エクソソームを添加すること
で回復することを確認する必要がある．しかし，生体内の卵胞に注入することは困難
である．そこで，壁顆粒膜細胞の培養系を用いて，N–SMase 欠損マウスの卵巣で観察
される表現型の一部を再現し，この培養系に壁顆粒膜細胞由来のエクソソームを添加
することで，表現型が回復するかについて解析を行うこととした． 
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材料と方法 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．  
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結果 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文
の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該
当するため，全文を公表することができません．  
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考察 
 
 
 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論
文の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」
に該当するため，全文を公表することができません．  
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図表 
 
 
 
Table 3-2 ファウンダーマウス（F0 マウス）で検出された変異導入アレルの配
列 
Figure 3-4  gRNA の配列及び得られた産仔における変異導入アレルの配列から予測
されるアミノ酸配列 
Figure 3-5 ミュータントマウスの卵巣切片像と胞状卵胞数 
Figure 3-6 ミュータントマウスの卵巣における遺伝子発現量の解析 
Figure 3-7 エクソソーム分泌阻害時における壁顆粒膜細胞のエクソソーム添加培養の
影響の解析 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論文の
一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」に該当する
ため，全文を公表することができません． 
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総括 
 
 
 本研究では，卵巣の卵胞発達制御メカニズムを理解するために，細胞外分泌
小胞のエクソソームに着目し，卵胞内のエクソソームが卵胞発達に果たす役割を明ら
かにすることを目的とした． 
 第 1 章では，ブタの卵胞におけるエクソソームの存在確認を行い，卵丘膨化
に与える影響を解析した．第１節では，電子顕微鏡観察などを用いてブタの卵胞にエ
クソソームが存在することを明らかとした．また，第 2 節では，ウシの卵胞エクソソ
ームが卵丘膨化を促進するという報告(Hung et al. 2015)を受けて，ブタの卵胞エクソソ
ームも同様に卵丘膨化を促進するかどうかについて解析した．その結果，ブタの卵胞
エクソソームはそれ自身単独では卵丘膨化を促進しないが，卵丘膨化の補助をするこ
とが示唆された．  
 第 2 章では，卵胞内のエクソソームがどの細胞から分泌されているかについ
て明らかにするために，壁顆粒膜細胞がエクソソームを分泌する可能性について検討
を行い，さらに卵由来増殖因子の制御について解析を行った． 
 第 2 章第 1 節では，マウスの壁顆粒膜細胞の培養上清中のエクソソームの存
在確認と，ブタの卵胞エクソソームの RNA シークエンス解析を行った．電子顕微鏡観
察などの結果からマウスの壁顆粒膜細胞がエクソソームを分泌するが明らかとなっ
た．さらに RNA シークエンス解析の結果から，卵胞内のエクソソームの少なくともそ
の一部は壁顆粒膜細胞由来であること，また卵胞内のエクソソームにおいて肺や肝臓
特異的な転写産物が検出されたことから，他の組織由来のエクソソームが血中を介し
て卵胞に到達することによって卵巣に情報伝達する可能性が示唆された． 
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 第 2 章第 2 節では，壁顆粒膜細胞におけるエクソソーム機能を，卵由来増殖
因子が制御するかについて解析を行った．エクソソームの分泌と取り込みに着目して
解析を行った結果，卵由来増殖因子は壁顆粒膜細胞のエクソソーム分泌には影響を及
ぼさないが，エクソソームのり込みを抑制し，壁顆粒膜細胞のエクソソームに対する
感受性を制御することが示唆された．この結果は，卵胞内のエクソソームは卵母細胞
による制御の下，卵胞発達の初期では顆粒膜細胞に取り込まれないため影響を及ぼさ
ないが，卵胞が発達するにつれて卵母細胞の遠くに位置する壁顆粒膜細胞に影響を及
ぼし機能するという新たなモデルが考えらる．卵胞発達過程において卵由来増殖因子
の制御とエクソソームが密接に関わり合う可能性が示唆された． 
 第 3 章では，個体レベルで卵胞発達におけるエクソソームの役割を解析する
ために，エクソソーム分泌欠損動物として Smpd2 欠損マウスを作製し，その表現型を
解析した．さらに，エクソソームのレスキュー実験を行うことで，Smpd2 欠損マウス
で観察された表現型がエクソソーム分泌の欠損に起因するか解析した． 
 第 3 章第 1 節では，壁顆粒膜細胞のエクソソームに分泌に必要な遺伝子の同
定を試みた．エクソソームの分泌には様々なタンパク質が関わっているが，少なくと
も N–SMase 阻害によってエクソソームの分泌が抑制されること，つまり壁顆粒膜細胞
におけるエクソソームの分泌に N–SMase が必要であることが明らかとなった． 
 第 3 章第 2 節では， N–SMase 欠損マウスの作製を試みた．N–SMase には
Smpd2, Smpd3, Smpd4 の三つのアイソフォームが存在し，壁顆粒膜細胞において全ての
発現が確認された．そこで上記 3 遺伝子のトリプルノックアウトマウスの作製を試み
たが，胎生致死になったためか，産仔を得るには至らなかった．そこで，2 遺伝子に
着目した際に，産仔を得るに至った 2 遺伝子のダブルノックアウトマウスの系統をモ
デルに解析を行った．その結果，2 遺伝子について変異導入配列を両アレルに持つ産
仔は得られなかったため，Smpd2 欠損マウスについて解析した．Smpd2 欠損マウスで
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は矮小性が観測され，卵巣での表現型が矮小に起因する可能性は否定できないが，後
期胞状卵胞数の有意な低下，及び閉鎖卵胞数の有意な増加が認められた．また，テス
トステロンからエストロゲンを合成する酵素であるアロマターゼ（CYP19A1）や黄体
形成ホルモン受容体（LHCGR）の発現について解析すると，Smpd2 欠損マウスにおい
て Cyp19a1 の発現量に有意な低下が認められた．さらに，壁顆粒膜細胞の培養上清由
来のエクソソームによって Cyp19a1 遺伝子の発現がレスキュー可能かどうかについて
検討を行った結果，エクソソームの添加によってレスキューできることが明らかとな
った．以上の結果から，Smpd2 は卵巣において初期胞状卵胞から後期胞状卵胞への発
達に必要であり，さらに壁顆粒膜細胞における Cyp19a1 の発現誘導には壁顆粒膜細胞
自身が分泌するエクソソームが必要であることが示唆された． 
 ここで，本研究結果から示唆された卵由来増殖因子による壁顆粒膜細胞のエ
クソソーム取り込みの制御機構と，壁顆粒膜細胞由来のエクソソームが壁顆粒膜細胞
自身の Cyp19a1 発現を補助する機構が，実際の卵胞発達過程においてどのように寄与
しているのかについて考察する（Figure 4-1）．前述したように，卵由来増殖因子の顆
粒膜細胞に対する作用は卵胞発達の経過に伴った物理的な距離の増加によって低下す
る．そのため，卵胞発達初期の段階では取り込みが抑制されているために卵胞腔内に
エクソソームは蓄積していくと考えられる．また，FSH 刺激によって卵胞はその物理
的な大きさを急激に増大させることから，すなわち，卵母細胞から距離が遠い FSH 刺
激後の壁顆粒膜細胞に最も卵胞内のエクソソームは取り込まれ，作用を及ぼすと考え
れらる．Cyp19a1 はエストロゲンを産生するアロマターゼであるが，このエストロゲ
ンは主に卵丘細胞の発達を促進して，卵母細胞の発達を促進する．エストロゲン濃度
と卵母細胞や胚発生の発生能と大きく関わることが知られる(Sugiura et al. 2010; 
Aardema et al. 2018; Zheng et al. 2003)．このようにエストロゲンは卵母細胞の発達に非
常に重要な因子であるが，壁顆粒膜細胞はエクソソームを卵胞内に蓄積させ，FSH 刺
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激後にそのエクソソームを受け取ることによってエストロゲンの産生を促進させてい
るのではないだろうか．すなわち，卵胞内（壁顆粒膜細胞由来）のエクソソームは卵
胞発達過程において，FSH 刺激を受けた卵胞のエストロゲン産生を急増させる作用を
果たしているのではないだろうか．この点については，今回の遺伝子改変マウスやエ
クソソーム添加培養実験において，血中及び培養上清エストロゲン濃度については解
析を行っていないため，今後の検討課題であると考えられる． 
 本研究結果が卵胞内のエクソソームの卵胞発達に対する機能や役割の一端を
明らかにしたといえども，その全貌を明らかにしたとはいえない．つい最近，卵巣以
外の組織であるが，脳脊髄液に視床下部神経幹細胞から分泌されるエクソソームが脳
機能制御を介して個体の老化スピードを制御することが個体レベルの実験を用いて報
告された(Zhang et al. 2017)．この研究では，老化個体では視床下部神経幹細胞が自然
消滅することを利用し，老化個体のマウスの脳脊髄液に視床下部神経幹細胞由来のエ
クソソームを注入するレスキュー実験を実施している．今後，卵胞内において顆粒膜
細胞などのある細胞種を特異的に除去することや，個体の卵胞にエクソソームを注入
するレスキュー実験が技術的に可能となれば，卵胞におけるエクソソームの機能や役
割のさらなる理解が得られると考えられる． 
 以上，本研究により卵胞内におけるエクソソームのうち，壁顆粒膜細胞から
分泌されるエクソソームは Cyp19a1 の発現誘導を補助し，初期胞状卵胞から後期胞状
卵胞への発達時期に重要な働きをすることが示唆された．これらの知見は，卵胞の発
達制御の新たな知見を提供し，卵巣の機能制御の理解に貢献しうるものである． 
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図表 
 
 
 
Figure 4-1 本研究が提唱する卵由来増殖因子によるエクソソームの取り込み制御機
構のモデル 
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 本節は，論文をインターネット公表できない「やむを得ない事由８．博士論
文の一部が，これから単行本もしくは雑誌掲載などの形で刊行される予定である．」
に該当するため，全文を公表することができません． 
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